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論文内容の要旨
ソボヌクレアーゼEはグアニン塩基に特異性のRNA分解酵素であり，その活性には， His40 , His92 , 
Glu58, Arg77の関与が示唆されている。 His40， His92のミクロ環境についてはNMRにより解析され
ている。また，活性部位のミクロ構造はGlu58に隣接する Trp59を指標にして分光学的に検討されて
いるが，著者らはTrp59をキヌレニン残基に変換した置換酵素が，未修飾酵素と同じ構造をして，類
似の酵素活性を保持していることから，このキヌレニンの蛍光をもちいて，活性部位の環境解析を試
みた。この場合，キヌレニンの蛍光とチロシン残基の蛍光は分離され 59位残基に反映される知見だ
けを優先的に得ることができる。
キヌニンの蛍光特性をAc-Kyn-NH2 を用いて検討し ， 360nmでト励起して得られる480nmの蛍光は，
pH<3.5で消光され， pH3.5~1lでは極大波長，強度とも変化しない。しかし，近傍にNH3+基や酸ア
ミド基があると消光される。また溶媒の極性の変化には敏感で蛍光強度は極性の低下に伴い対数的に
増加し，極大波長は青色移動する。
Kyn59-RNase Tl は精製NFK59-RNaseT1 をもちいて調製し ， RNA水解活性40% を保持しでいた。
GpXを基質とした活性が未修飾酵素とほとんど同じであることは，本修飾酵素が RNaseT1 とほとん
ど同じ構造と機能を保持することを示唆している。
Kyn59-RNase Tl 中の59位キヌレニン残基の蛍光挙動を解析して，この残基は66% ジオキサン(誘
電率 ~20) に相当する極性の低い疎水環境にあり，生の酵素のTrp と同様の疎水環境と考えられる。
また， Kyn59の蛍光強度はpKa4.6 と 7.8の解離基のイオン平衡に影響を受け変化した。この変化は官
能基の解離平衡により引き起こされる 59位残基周辺のミクロ構造の変化を反映し，極性が変化するこ
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とを示していた。また， Glu58の y-COOH基をカルボキシメチル化したとき， Kyn59の蛍光は(pH4---
5 の領域で変化せず，中性域ではpKa 7.6の解離基に支配されていた。このことから pKa4.6 を Glu58
にpKa7.8 を His40に帰属した。この値をRNase T1 から得た値と比較するとほとんど差がないことか
ら， トリプトファン・キヌレニン変換による活性部位の変化はわずかであると考えられる。すなわち，
活性に関与する官能基の配置にはほとんど変化がなく，それらの解離性官能基のイオン平衡により，
活性部位の構造が効率よく機能を発揮できるように変化し，触媒活性を発現すると考えられる。
論文の審査結果の要旨
リボヌクレアーゼ~Tl は 104個のアミノ酸残基，一本鎖のポリペプチド鎖からなる酸性タンパク質で，
RNAのグアニル酸残基特異の加水分解酵素である。本酵素の活性部位はHis-40 ， Glu-58 , Arg-77 , 
His-92から構成され，触媒基Glu- 58 に隣接する唯一のトリプトファン残基をオゾンでキヌレニン残
基に変換しでも酵素活性を保持すること，換言すれば未修飾酵素とほとんど同一の活性部位構造をと
っていることが明らかにされている。
福永君はこのキヌレニン置換酵素中のキヌレニン残基の蛍光を測定して活性部位のミクロ環境を解
析した。修飾酵素の研究に先立ち，キヌレニン残基の蛍光特性を解明するため，アセチルキヌレニン
アミドを種々な条件下で360nmの吸収極大波長で励起して得られる480nmの蛍光極大を追跡し，蛍光
強度を増強する因子，消光する因子，溶媒のイオン強度や誘電率の影響などを詳細に検討した。モデ
ル化合物について得られた情報を利用して， 59位キヌレニン置換酵素中のキヌレニン残基の種々な条
件下における蛍光測定結果を解析して，キヌレニン残基は酵素分子中で誘電率約20に相当した極性の
極めて低い疎水環境に存在していることを明らかにした。さらに蛍光強度のpH変化から，周辺にpKa
4.6 と 7.8の解離基が存在することを明らかにした。 修飾酵素のGlu-58の側鎖カルボキシル基をカルボ
キシメチル化した酵素の蛍光のpH変化の結果と比較して， pKa4.6の解離基はGlu-58. pKa7.8の解離
基はHis-40 と帰属した。これら結果は，従来までに他の諸種の方法で測定された結果と一致する。
上述の福永君の研究結果は，タンパク質中のトリプトファン残基をキヌレニン残基に変換し，他の
芳香属アミノ酸残基による蛍光の干渉を排除した長波長側に生ずるキヌレニン残基の蛍光を測定する
ことによって，その残基周辺のミクロ環境を解明する新しい方法を確立したことになる。
以上の福永君の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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